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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Krazace komoérki nowotworowe (CTCs — circulating tumour cells) definiuje si¢ jako krazace we
krwi komorki, ktére pod wzgledem profilu antygenowego lub genetycznego odpowiadajg charak-
terystyce okreslonego rodzaju nowotworu. Podejrzewa sig, iz komoérki te maja whasciwosci no-
wotworowych komoérek macierzystych. Dlatego tez charakterystyka komérek CTCs we krwi ob-
wodowej moze mie¢ ogromne znaczenie dla wspotczesnej onkologii. W przypadku choréb we
wczesnym stadium, komérki CTCs moga pomde w diagnostyce nowotwordw ztosliwych, oce-
nie ryzyka przerzutéw, a takze rokowaniach. U chorych natomiast w zaawansowanym stadium
choroby nowotworowej komérki CTCs moga mie¢ znaczenie prognostyczne, a takze usprawniaé
monitorowanie odpowiedzi na leczenie. W ostatnich latach, dzigki niezwykle czultym technikom
molekularnym, mozliwa stata si¢ analiza krazacych komérek nowotworowych z niewielkiej ilo-
Sci krwi obwodowej. Identyfikacja komérek CTCs w krazeniu oraz odréznienie ich od komérek
krwiotwdrczych i prawidtowych komoérek nablonkowych moze si¢ odbywac na podstawie fizycz-
nych i biologicznych witasciwosci, takich jak: wielkos¢ i ggstos¢ komérek oraz ekspresja specy-
ficznych biatek. Najpowszechniej stosowanymi metodami izolacji komérek CTCs sa techniki im-
munomagnetyczne. Sposréd wielu testéw, jedynym zaakceptowanym przez Amerykanska Agencje
ds. Zywnosci i Lekéw (FDA — Food and Drug Administration) testem do uzytku klinicznego jest
CellSearch System (CSS).

Celem pracy jest przedstawienie wybranych metod izolacji krazacych komoérek nowotworowych
z krwi obwodowej u pacjentéw z rakiem prostaty, pecherza i nerki.

krazace komérki nowotworowe ¢ macierzyste komorki nowotworowe ° uktad moczowo-ptciowy

Summary

Circulating tumor cells (CTCs) are cells circulating in the blood, which in terms of antigenic or
genetic profile correspond to a particular type of cancer. It is suspected that CTCs possess pro-
perties of cancer stem cells. Detection, quantification and characterization of CTCs in the pe-
ripheral blood can be of great importance for modern oncology. In the case of early-stage dise-
ase, CTCs may help in cancer detection, estimation of metastasis risk and treatment prognosis.
In advanced cancer patients, CTCs may also have prognostic significance and may facilitate mo-
nitoring response to treatment. Identification of CTCs in the circulation and their differentiation
from hematopoietic cells and normal epithelial cells could be based on physical and biological
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properties such as size, density and expression of specific proteins. Immunomagnetic techniqu-
es are the most commonly used methods of CTCs isolation. CellSearch System (CSS) is the only
test for detecting CTCs in the peripheral blood approved by the Food and Drug Administration
(FDA) for clinical use. The paper presents the characteristics of circulating tumor cell isolation
methods and the results of studies concerning CTCs isolation in patients with prostate, bladder

and kidney cancer.
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KRAZACE KOMORKI NOWOTWOROWE

Krazace komoérki nowotworowe (CTCs — circulating tu-
mour cells) definiuje si¢ jako krazace we krwi komor-
ki, ktére pod wzgledem antygenowym lub genetycznym
odpowiadaja charakterystyce okreslonego rodzaju no-
wotworu. Pochodza one z guza pierwotnego lub miejsc
przerzutéw 1 we krwi obwodowej znajduja si¢ w bardzo
niewielkiej liczbie (1/10°-107 komoérek jednojadrzastych).
Obecnos¢ komérek CTCs u pacjentéw chorych na raka
moze $Swiadczy¢ o agresywnym przebiegu pierwotnego
nowotworu lub obecnosci mikroprzerzutéw. Analiza ilo-
Sciowa i jakoSciowa komoérek CTCs moze dostarczy¢ in-
formacji prognostycznych, pozwala monitorowaé od-
powiedZ na zastosowane leczenie oraz poznaé biologie
komoérek nowotworowych odpowiedzialnych za tworze-
nie przerzutéw [17]. Komoérki nowotworowe przedostaja
si¢ do krazenia poprzez istniejace juz naczynia lub przez
nowo powstate kapilary guza [19]. W procesie nazywa-
nym ,,przejsciem epitelialno-mezenchymalnym” (EMT
— epithelial-mesenchymal transition), fenotyp komérek
nowotworowych zmienia si¢, co utatwia ,,ucieczke” komo-
rek z tkanki guza i przeksztatcenie ich w komorki inwa-
zyjne [26,59,73,75]. Poprzez modyfikacje bialek i zmia-
ny na poziomie transkrypcji, komérki tracg polaryzacje
typowa dla komdérek nabtonkowych oraz zdolno$¢ przy-
legania na korzys¢ nowej morfologii, utatwiajacej prze-
mieszczanie si¢ komérek. Waznym etapem tego procesu
jest czgSciowa lub catkowita utrata ekspresji E-kadheryny
oraz innych swoistych markeréw komoérek nabtonkowych
[73,75]. Inwazyjny potencjatl komdrek jest zwigkszony
m.in. przez ekspresj¢ i aktywacje réznych metaloprote-
inaz oraz ciagle wspétdziatanie z powierzchnig Srédbton-
ka. Nabycie przez komorki nowotworowe cech charaktery-
stycznych dla komérek mezenchymalnych umozliwia ich
migracj¢ z naczynia krwionosnego do srodowiska nowe;j
tkanki (tzw. ekstrawazacja) [73,75].

W komoérkach CTCs zachodzi réwniez odwrotny proces
przejscia mezenchymalno-epitelialnego, ktéry przywra-
ca ich wlasciwosci epitelialne, umozliwia adhezj¢ do no-
wego srodowiska, a takze powoduje tworzenie odlegtych

przerzutéw [73,75]. Podejrzewa sig, iz ta swoista populacja
komoérek CTCs ma wilasciwosci nowotworowych komérek
macierzystych [54]. Na podstawie analizy komérek CTCs
zidentyfikowanych u pacjentéw z rakiem piersi, pluc i jelita
grubego wykazano, iz wigkszos¢ tych komorek nie podle-
gala podziatom komérkowym [46,57,58]. Stosowana obec-
nie chemioterapia, dziatajaca przede wszystkim na szybko
dzielace si¢ komorki, nie moze mieé zatem wpltywu na mig-
dzypodzialowe stadium komérek CTCs. Prawdopodobnie
istnieje réwniez subpopulacja komérek CTCs, ktéra nie jest
zdolna do przejscia EMT. Komorki te réwniez moga byé
transportowane przez krew do odlegtych narzadéw, ale nie
maja wlasciwosci komoérek macierzystych, zatem nie two-
rza przerzutéw [54].

Nowe techniki identyfikacji stwarzaja szans¢ odréznienia
stadium choroby ograniczonej do narzadu (ktéra mozna
wyleczy¢ chirurgicznie) od choroby rozsianej (ktéra mozna
leczy¢ metodami systemowymi). Jednym z mozliwych roz-
wigzan jest Sledzenie wedréwki komérek CTCs, odpowie-
dzialnych za rozsiew choroby nowotworowej. W przypadku
choroby rozsianej, komorki nowotworowe krazace w krwio-
biegu powinny by¢ jednym z celéw leczenia. Samo usu-
nigcie narzadu, cho¢ réwnie konieczne, nie jest zabiegiem
wystarczajacym do osiggnigcia sukcesu terapeutycznego.
Leczenie radykalne pacjenta o niskim stopniu zaawanso-
wania raka przewaznie skutkuje catkowitym wyleczeniem,
gdyz jest niewielkie prawdopodobienistwo obecnosci ko-
morek nowotworowych w krwiobiegu. Zastosowanie na-
tomiast takiego samego leczenia u pacjenta chorego na
raka o wysokim stopniu zaawansowania miejscowego nie
daje efektu terapeutycznego, bowiem komorki nowotwo-
rowe kraza w krwiobiegu. Choroba, mimo niemoznosci
zdiagnozowania przerzutow jest rozsiana [7,10,24,30,32,
42,48,51,52,53,67]. Dlatego tez ocena lub charakterysty-
ka komoérek CTCs moze znacznie poprawi¢ wyniki lecze-
nia onkologicznego.

MACIERZYSTE KOMORKI NOWOTWOROWE

Komorki macierzyste klasyfikuje si¢ w zaleznosci od ich po-
tencjatu do podziatu i réznicowania w inne komérki, tkanki,
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narzady czy wreszcie caty organizm. Totipotencjalne ko-
morki macierzyste moga dac¢ poczatek calemu organizmo-
wi, pluripotencjalne moga réznicowac si¢ w kazdy typ ko-
morek (nie sa w stanie wytworzy¢ tozyska, a tym samym
i catego organizmu). Multipotencjalne komoérki macierzy-
ste réznicuja si¢ w komorki, na ogét pochodzace z jednego
lista zarodkowego, a unipotencjalne tylko w jeden typ ko-
morek. Zaréwno komoérki multipotencjalne, jak i unipoten-
cjalne izolowane sg z tkanek organizmoéw dojrzatych, dlate-
go tez czesto okresla sig¢ je wspdlnie terminem ,,adult stem
cells” [5]. Jednak sugeruje si¢ obecnos¢ komoérek o wia-
Sciwosciach pluripotecjalnych w organizmach dojrzatych,
a takze neguje si¢ przedstawiony wyzej hierarchiczny po-
dziat komoérek macierzystych [31,63,82].

Niedawne badania dotyczace nowotworéw hematologicz-
nych i guzéw litych sugeruja, ze w kazdym typie nowo-
tworu wystepuje niewielka populacja komorek, ktére zo-
staty nazwane nowotworowymi komérkami macierzystymi
CSCs (cancer stem cells) [22,29,43]. Nowotworowe ko-
morki macierzyste maja zdolnos¢ do samoodnowy, réz-
nicowania i opornosci wielolekowej na cytostatyki. Ich
istnienie potwierdza to, iz niewielka liczba komoérek no-
wotworowych w obrgbie nowotworu jest odpowiedzial-
na za potencjat przerzutowy. Co wigcej, komorki te maja
swoisty profil markeréw komérkowych oraz zdolnos¢ do
odtworzenia w hodowli populacji komérek guza pierwot-
nego [39]. Powstawanie CSCs jest wciaz niewyjasnione.
Jedna z teorii méwi, iz dojrzate komoérki macierzyste moga
zosta¢ przeksztatlcone w nowotwor podczas kolejnych eta-
pow kancerogenezy [33,81].

Wazna role w procesie nowotworowym odgrywa srodowi-
sko tkankowe, w ktérym znajduje si¢ guz, czyli tzw. nisza
komoérek macierzystych. Pojecie niszy nie jest zwigzane
tylko z nowotworami, ale réwniez ze wszystkimi komor-
kami macierzystymi. Nisza komérki macierzystej oznacza
przestrzen, w ktérej komorki macierzyste utrzymywane
sq w gotowosci do podzialéw komérkowych niezbednych
w utrzymaniu homeostazy [11]. W tkankach niezmienio-
nych nowotworowo, komoérki tworzace nisze dostarcza-
ja sygnaly komérkom macierzystym, umozliwiajac ich
samoodnoweg. Wykazano, ze brak odpowiednich sygna-
16w moze doprowadzi¢ do szybkich podzialéw komoérek
macierzystych i ich réznicowania. Zaburzenia homeosta-
zy liczby i typu komoérek budujacych tkanke zwigksza-
ja ryzyko kancerogenezy. W tym Swietle znaczenie niszy
W procesie nowotworzenia nie podlega zadnym watpliwo-
Sciom. Nowotworowe komorki macierzyste przeniesione
do nietypowej dla nich niszy nie tworza guza. Jednak pra-
widtowe komoérki macierzyste umieszczone w niszy cha-
rakterystycznej dla okreslonego nowotworu z czasem prze-
ksztalcaja si¢ w nowotwor [12].

Odkrycie nowotworowych komoérek macierzystych diame-
tralnie zmienito podejscie badaczy do proceséw nowotwo-
rzenia i chemioterapii. Obecnie uwaza si¢, ze to komor-
ki CSCs odpowiedzialne sg za powstanie i rozrost tkanki
zmienionej nowotworowo. Nowotworowe komoérki macie-
rzyste sa oporne na wigkszos¢ schematéw chemioterapii
z powodu ich ,,u$pionej” natury. Prawdopodobnie dlatego
tez tradycyjnie stosowane chemioterapeutyki redukuja je-
dynie masg¢ guza, pozwalajac tym samym na nawrét cho-
roby nowotworowej [34,38,64,72].

WYBRANE METODY IZOLACJI KRAZACYCH KOMOREK
NOWOTWOROWYCH

Metody izolacji opierajace si¢ o wlasciwosci
fizyko-chemiczne

Wykrywanie komérek CTCs wymaga wyjatkowo czutych
i swoistych metod analitycznych. Identyfikacja komoérek
CTCs w krazeniu oraz ich odréznienie od komoérek krwio-
tworczych i prawidtowych komérek nabtonkowych odby-
wa si¢ na podstawie fizycznych i biologicznych wtasciwo-
Sci, takich jak: wielkos¢, gestosc i ekspresja specyficznych
biatek. Metoda izolacji nablonkowych komérek nowotwo-
rowych na podstawie ich wielkosci (ISET — isolation by
size of epithelial tumor cells) pozwala na izolacj¢ komérek
CTCs wigkszych niz 8 pm [59,77]. Przeprowadzone do tej
pory badania nie potwierdzily jednak hipotezy, iz wszyst-
kie komoérki CTCs sa wigksze niz 8 um [45]. Uwaza sig,
ze komorki guza maja mniejsza ggsto$¢ niz inne komor-
ki w krazeniu, dlatego tez istnieja komercyjnie dostgpne
metody (Ficoll-Hypaque; Lymphoprep, Nycomed Pharma,
Norwegia, OncoQuick; Greiner Bio-One GmbH Niemcy)
opierajace proces izolacji na wirowaniu w gradiencie gg-
stosci [59]. Metody te nie sa jednak wystarczajaco czute,
a podczas procesu izolacji dochodzi do utraty wielu ko-
morek CTCs [4].

Izolacja immunomagnetyczna

Najpowszechniej stosowanymi metodami izolacji CTCs
sa techniki immunomagnetyczne, takie jak MACS
Systems (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Niemcy),
RARE (StemCell Technologies, Vancouver, BC, Kanada)
[40,45,59,68]. Metodami tymi mozna ,,wytapa¢” komorki
CTCs z krazenia dzigki specyficznym markerom powierzch-
niowym. Niektdre z tych metod wykorzystuja negatywna
selekcje jednojadrowych komorek z uzyciem przeciwciata
anty-CD45, inne pozytywna selekcj¢ oparta na identyfika-
cji nabtonkowych markeréw komérek guza przez przeciw-
ciata monoklonalne [35]. Selekcja pozytywna przeprowa-
dzana jest najczg¢sciej z uzyciem przeciwciat skierowanych
przeciwko czasteczce adhezyjnej komdrek nabtonkowych
EpCAM [56]. Metodom immunomagnetycznym brak jest
jednak automatyzacji powtarzalnych procedur laborato-
ryjnych, a oparcie procesu izolacji tylko na identyfikacji
markeréw powierzchniowych daje czgsto fatszywie dodat-
nie i ujemne wyniki.

Metody kombinowane

Ze wzgledu na niewielka czutos¢ i swoistos¢ testow opar-
tych o pojedyncza metode detekcji opracowano metody
kombinowane.

Jedna z nowszych technologii molekularnych AdnaTest
(AdnaGen AG, Niemcy) taczy immunomagnetycznag se-
lekcje komoérek MUC1/HER2/EpCAM+ z identyfika-
cja genetyczna komoérek CTCs za pomoca panelu trdj-
genowego i RT-PCR (RT-PCR — Reverse Transcription
Polymerase Chain Reaction). Wyselekcjonowane komor-
ki CTCs poddawane sg lizie w celu izolacji mRNA, ktére
jest nastgpnie analizowane pod wzglgdem markera HER2
(receptor ludzkiego naskérkowego czynnika wzrostu) i po-
wierzchniowych glikoprotein MUC1 i GA733-2 za pomoca
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ilosciowego RTqPCR. Ograniczeniem tej metody jest to,
iz ekspresja HER2 wystepuje rowniez na aktywowanych
limfocytach T [3,20].

Wsréd metod detekeji komoérek CTCs nalezy wymienicé
takze test EPISPOT (EPithelial ImmunoSPOT, Francja),
ktéry po wyeliminowaniu komérek CD45+, identyfikuje
tylko zywe komoérki [70]. Technika ta identyfikuje komorki
CTCs na podstawie wydzielanych lub uwalnianych przez
nie biatek (rak piersi — CK19, MUCI, Cath-D, jelito grube
— CK19, prostata — PSA, tarczyca — tyreoglobulina) w cia-
gu 48-godzinnej hodowli in vitro [1,55]. Ograniczeniem
tej metody jest trudnos¢ uzyskania duzej liczby komoérek
oraz ich hodowla in vitro, a takze niewystarczajaca powta-
rzalno$¢ wynikéw. Metoda ta jest weryfikowana w badaniu
klinicznym u pacjentéw z miejscowym rakiem prostaty.

Inna metoda izolacji komérek jest metoda CAM (Collagen
Adhesion Matrix, Vita-Assay™, Vitatex Inc., Stony Brook,
NY, USA) identyfikujaca komérki CTCs na podstawie ich
inwazyjnych wilasciwosci in vitro [37]. Czulos¢ tej meto-
dy nie zostala do tej pory potwierdzona w badaniach na
duza skale.

Najnowsza opisang metoda izolacji jest platforma mikro-
przeptywowa CTC-chip opracowana w Massachusetts
General Hospital Center for Engineering in Medicine.
W metodzie tej krew przeptywa przez ptytke z mikro-
stupkami pokrytymi przeciwciatami anty-EpCAM. Plytka
z komérkami nowotworowymi jest nastgpnie wybarwia-
na i analizowana z pomoca mikroskopu fluorescencyjne-
2o [47]. Metoda ta nie jest jednak dostgpna komercyjnie.

Jedynym testem zaakceptowanym przez FDA do zastoso-
wania klinicznego jest CellSearch System CSS (Veridex,
USA). W metodzie tej komérki CTCs wychwytywane sa
przez kulki magnetyczne pokryte przeciwciatem anty-Ep-
CAM. Wychwycone komérki nabtonkowe sa znakowane za
pomocyg przeciwciata przeciwko cytokeratynom (CK): 8, 18,
19. Przeciwcialo anty-CD45 znakuje natomiast limfocyty,
a jadra komérkowe wybarwiane sa DAPI (4°,6-diamidy-
no-2-fenyloindol). Liczba komérkek CK+/DAPI+/CD45—
oceniana jest z uzyciem czterokolorowego pétautomatycz-
nego mikroskopu fluorescencyjnego CellTracks Analyzer IT
(Immunicon, USA) [49,62]. System CellSearch pozwala na
doktadne okreslenie liczby komérek CTCs w prébee krwi
do 72 h od czasu pobrania (swoisto$¢ réwna jest 99,99%
dla poziomu CTCs >5). Zaleta tej metody jest tez to, iz wy-
izolowane komérki zachowuja swoja strukture i moga by¢
poddane dalszej analizie. Ponadto metoda ta zostata po-
myslnie oceniona w wielu duzych badaniach klinicznych.
Badajac te same probki w réznych osrodkach uzyskano
wysoka powtarzalnos¢ wynikéw. Mimo wielu zalet me-
toda ta jest droga i pozwala tylko na identyfikacje komo-
rek CTCs wykazujacych ekspresje¢ biatka EpCAM, ktéra
moze zosta¢ obnizona podczas przejScia EMT. System ten
zostal po raz pierwszy zastosowany przez Allarda i wsp.,
ktérzy przeanalizowali 900 prébek krwi pochodzacych od
pacjentéw z réznymi nowotworami przerzutowymi [2].
Technika ta okazata si¢ doktadna, a wyniki powtarzalne.
Dwie lub wigcej komérek CTCs w 7,5 ml krwi zidentyfi-
kowano u 57% pacjentéw z rakiem prostaty, 37% pacjen-
tek z rakiem piersi i 30% pacjentéw z rakiem jelita gru-
bego. W wielu badaniach z uzyciem systemu CellSearch,

obecnos¢ komorek CTCs zapewnita wiarygodna oceng
progresji choroby oraz czasu przezycia pacjenta znacznie
wezesniej niz tradycyjne metody obrazowe [13,14,16]. Co
wigcej, liczba komérek CTCs korelowata ze stadium guza
[55,69] i byta wyzsza u pacjentéw z wigksza liczba miejsc
przerzutéw [21]. W badaniach, ktére przeprowadzono przed
rozpoczgciem leczenia, liczba komoérek CTCs wigksza niz
2-5 CTCs/7,5 ml krwi wigzata si¢ z gorszym rokowaniem
i progresja choroby [14,44,69].

Izolacja komérek CTCs umozliwia ich molekularna ana-
liz¢ rzucajac nowe spojrzenie na biologie komdrek nowo-
tworowych. Komérki CTCs moga by¢ charakteryzowane
na poziomie DNA, RNA i bialek. Charakterystyka ta jest
szczegblnie wazna w identyfikacji celu terapeutycznego,
ktéry méglby by¢ uzyty do eliminacji potencjalnych komé-
rek prekursorowych wywotujacych przerzuty. W analizie
komoérek CTCs zastosowanie znalazty m.in. takie metody
molekularne, jak FISH (Fluorescent in situ Hybridization),
CGH (Comparative Genomic Hybridization) czy immu-
nobarwienie oraz RT-PCR [54].

KRAZACE KOMORKI NOWOTWOROWE W RAKU PECHERZA

Leczenie operacyjne chorych z rakiem pgcherza sposobem
radyklanej cystektomii obarczone jest niebezpieczenstwem
zakwalifikowania do tego zabiegu pacjenta z chorobg roz-
siang. Metody diagnostyczne pozwalajace na prawidtowa
oceng rozsiewu nowotworu sa zbyt niskiej czutosci i spe-
cyficznosci. To powoduje, iz do leczenia, ktére ma by¢
z zalozenia radykalne, czyli uwolni¢ pacjenta od choroby
nowotworowej, kwalifikowani sa chorzy z duza liczba kra-
zacych komorek nowotworowych na etapie, w ktérym nie
mozna ich wykry¢ metodami klasycznej radiologii. Celem
poprawienia tej diagnostyki stosowano préby pooperacyj-
nej oceny mikroprzerzutow w weztach chtonnych. Metoda
ta daje jednak pozytywne wyniki jedynie wowczas, gdy
w wezZle znajduje sig powyzej 50000 komoérek nowotwo-
rowych. Wydaje si¢, ze nawet taka metoda jest zbyt mato
doktadna, aby zaproponowac pacjentowi leczenie radykal-
ne. Jednym z rozwiazan jest mozliwos¢ zastosowania po-
zytonowej tomografii emisyjnej (PET) przed planowana
operacja, jednak i ta metoda oceny ryzyka rozsiewu nie
ma wystarczajacej Swoistosci.

Metody izolacji komérek CTCs u pacjentéw z rakiem pe-
cherza nie sa powszechnie stosowane w praktyce klinicz-
nej z powodu braku standaryzacji przygotowywania pro-
bek, a takze ich analizy. Na uwagg zastuguje to, iz komorki
CTCs raka pecherza nie zostaty zidentyfikowane w kraze-
niu zdrowych oséb. W zwiazku z tym detekcja tych ko-
morek we krwi pacjenta moze sugerowac ryzyko odle-
gltych przerzutéw [50]. W 1999 r. Kaneda i wsp. po raz
pierwszy odnotowali obecnos¢é komérek CTCs uzywajac
nested RT-PCR — metody stosowanej, gdy dysponuje si¢
niewielka liczba matryc DNA [28]. Gazzangia i wsp. [23]
identyfikacj¢ komdrek CTCs oparli na ekspresji recepto-
ra endotelialnego czynnika wzrostu EGFR, ktéra porow-
nali z ekspresja CK20 i CK19 za pomoca RT-PCR 1 ana-
lizy Southern blot. Badanie to wskazalo, ze identyfikacja
komoérek CTCs z krwi na podstawie ekspresji cytokeratyn
jest trudna z powodu fatszywie dodatnich wynikéw u zdro-
wych 0séb. W innym badaniu wykorzystujacym techniki
immunohistochemiczne, uzycie przeciwciat anty-CK8, 18,
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19 pozwolito zidentyfikowac epitelialne komérki w prob-
kach krwi u 32 pacjentéw z rakiem przejSciowokomorko-
wym (TCC — transitional cell carcinoma). Autorzy nie mo-
¢gli jednak oceni¢ stadium choroby [76]. Naoe i wsp. [49]
natomiast jako pierwsi przeanalizowali prébki krwi od pa-
cjentéw z rakiem pgcherza na obecnos$é komodrek CTCs uzy-
wajac CellSearch. Badano pacjentéw z przerzutowym ra-
kiem urotelium. Komérki CTCs zidentyfikowano u 57,1%
chorych. Nie odnotowano tej populacji komérek u pacjen-
téw z nieprzerzutowym nowotworem. W podobnym ba-
daniu komérki CTCs zidentyfikowano u 44% pacjentéw,
z czego wigkszos¢ miata ich wigcej niz 5 [21]. Kolejne ba-
danie przeprowadzili Rink i wsp. [66]: u 30% pacjentéw
z rakiem pecherza bez potwierdzonych przerzutéw ziden-
tyfikowano komérki CTCs.

KRAZACE KOMORKI NOWOTWOROWE W RAKU PROSTATY

Powodzenie radykalnego leczenia chorych na raka ster-
cza, czy to metoda operacyjna czy tez za pomoca radiote-
rapii zalezy od wtasciwego zakwalifikowania pacjenta do
leczenia. Jednym z gléwnych elementéw wtasciwej kwa-
lifikacji jest wykluczenie rozsiewu choroby nowotworowe;j
u pacjentéw majacych by¢ leczonymi radykalnie. Obecne
metody diagnostyczne, zaréwno MRI, jak i scyntygrafia
nie pozwalaja na wystarczajaco doktadna analiz¢ potencjal-
nych ognisk przerzutowych. Pacjent zagrozony rozsiewem
nowotworu nie nadaje si¢ do leczenia radykalnego meto-
dami klasycznej chirurgii lub radioterapii. Istnieje jednak
mozliwo$¢ wilaczenia terapii systemowej u takich pacjen-
téw, ktérzy rokuja dlugie przezycie [18].

Rak prostaty jest szczegdlnie doktadnie analizowany pod
wzgledem obecnosci komérek CTCs z powodu znanych
swoistych dla niego genéw (np. PSA i PSMA antygen bto-
nowy swoisty dla prostaty) [35]. De Bono i wsp. [16] ba-
dali, czy liczba komérek CTCs przed i po leczeniu cyto-
toksycznym moze prognozowac catkowity okres przezycia.
To wieloosrodkowe badanie wykazato, ze liczba komérek
CTCs mierzona w réznych odstgpach czasu po zastosowa-
nym leczeniu jest najlepszym niezaleznym wskaznikiem
catkowitego czasu przezycia u pacjentéw z przerzutowym,
opornym na kastracj¢ rakiem prostaty. Danila i wsp. [15]
ocenili liczbg komérek CTCs u pacjentdw z progresyjnym
przerzutowym rakiem prostaty opornym na kastracjg, kto-
rzy byli poddani hormonalnym i cytotoksycznym terapiom.
Przeanalizowano zwtaszcza zwiazek miedzy liczba komo-
rek CTCs, a droga przerzutéw razem z innymi wskaznika-
mi postgpu choroby, takimi jak: poziom PSA czy rozsiew
do kosci. Wykazano, iz pacjenci z obecnymi przerzutami
do kosci mieli wigcej komérek CTCs we krwi. Moreno
i wsp. za pomoca technik immmunomagnetycznych wy-
kazali, ze 23/37 pacjentéw z chorobg przerzutowa miato
5 lub wigcej komérek CTCs na 7,5 ml krwi. Sredni okres
przezycia dla tych chorych wynosit mniej niz 1 rok i byt
o dwa razy krétszy niz dla pacjentéw, u ktérych liczba ko-
morek CTCs byta mniejsza niz 5/7,5 ml krwi. U pacjen-
téw z liczba komérek CTCs mniejsza niz 5, Sredni okres
przezycia wynosil >4 lata [44].

KRAZACE KOMORKI NOWOTWOROWE W RAKU NERKI

Leczenie niezaawansowanych postaci raka nerki, gdy guz
nowotworowy nie przekracza 7 cm i jest ograniczony do

narzadu nie sprawia trudno$ci diagnostycznych i leczni-
czych, gdyz w tej fazie choroby nie wystgpuje rozsiew, a je-
zeli wystepuje to bardzo rzadko i na ogét mozna go zdia-
gnozowaé na etapie przedoperacyjnym. Problematyczne
jest leczenie skojarzone zaawansowanych rakéw nerki.
W tym przypadku trudno podja¢ decyzje ktérego pacjen-
ta poddaé leczeniu chirurgicznemu i systemowemu tak,
aby decyzje byty trafne.

Dotad nie przeprowadzono wielu badan dotyczacych iden-
tyfikacji i charakterystyki komérek CTCs u pacjentéw z ra-
kiem nerki. Bluemke i wsp. [6] przeanalizowali 233 prébki
krwi obwodowej pochodzace od 154 pacjentéw z rakiem
nerki. Wigkszos¢ prébek byta pobrana przed usunigciem
guza. Komoérki CTCs zidentyfikowano u 53% pacjentéw.
Jednak ich obecnos¢ nie korelowata z rozmiarem i stadium
guza. Autorzy wykazali natomiast znaczaca korelacje mig-
dzy detekcja komodrek CTCs, a stopniem zajecia wezidw
chtonnych. Dwa inne badania wskazaly réwniez na obec-
nos¢ komoérek CTCs u 47 i 49% pacjentéw z rakiem nerki
[25,41]. W tych badaniach réwniez nie dostrzezono korelacji
miegdzy obecnoscig komoérek CTCs, a rozmiarem i stadium
guza. Podobnie byto w badaniach Shimazui i wsp. [71],
ktérzy zidentyfikowali komérki CTCs u 45% pacjentéw.

MACIERZYSTE KRAZACE KOMORKI NOWOTWOROWE

Najnowsze badania wskazuja, iz guz rozwija si¢ z nie-
wielkiej subpopulacji komérek macierzystych lub komo-
rek inicjujacych guza. Zaproponowano zatem hipoteze,
ze komorki CTCs inicjujace przerzuty odleglte moga by¢
réwniez komdérkami macierzystymi [78]. Niektore wiasci-
wosci CTCs sa zgodne z fenotypem komorek macierzy-
stych, co moze wyjasnia¢ ich opornos¢ na chemioterapig.
Zjawisko to zaobserwowano w kilku badaniach klinicznych
[8,46,65,79]. Yang i wsp. [80] jako pierwsi zidentyfikowa-
li krazace macierzyste komérki nowotworowe u pacjentéw
z rakiem watroby uzywajac markera CD90 (marker ma-
cierzystych/progenitorowych komérek). Komérki CD45-/
CD90+ byty obecne w prébkach pobranych od 90% pa-
cjentéw, ale nie od zdrowych oséb i pacjentéw z marsko-
Scig watroby. Znaczaca, pozytywna korelacja byta migdzy
liczba komoérek CD45—/CD90+ w tkance guza i probkach
krwi. Wyizolowane komérki CD90+ generowaly powsta-
wanie guzkéw nowotworowych u myszy z obnizona od-
pornoscia. Lutsberg i wsp. [36] stosujac metodg izolacji
zaprezentowang przez Yanga i wsp. [80] dokonali préby
izolacji krazacych komérek nowotworowych wykazuja-
cych ekspresje (markeréw mezenchymalnych komérek ma-
cierzystych) z probek krwi pacjentek ze zlokalizowanym
lub rozsianym rakiem piersi. Autorzy wyizolowali komor-
ki CTCs zaréwno z probek od pacjentek ze zlokalizowa-
nym, jak i przerzutowym rakiem piersi. Wszystkie wyizo-
lowane komérki wykazywaty ekspresje wimentyny i byty
CD44+ lub/i EFGR+ [36]. Ostatnie doniesienia wskazu-
ja, ze subpopulacja komérek CTCs u pacjentéw z przerzu-
towym rakiem piersi wykazuje fenotyp progenitorowych
komoérek macierzystych [74]. Dowiedziono, iz wigkszos$¢
komorek pacjentéw z zaawansowang choroba wykazywa-
fa fenotyp CK+/CD44+/CD24—/low, podczas gdy u innej
grupy pacjentek zidentyfikowano komoérki CTCs o fenoty-
pie ALDH1high/CD24—/low. Fenotypy te Swiadcza o ma-
cierzystosci wyizolowanych komérek oraz ich zwigkszo-
nym potencjale do nowotworzenia.
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Badania dotyczace charakterystyki komérek CTCs s nowa-
torskie. Konieczna jest dalsza, precyzyjna analiza moleku-
larna definiujaca wplyw tych komoérek na kancerogeneze.

PobsumowaNIE

Identyfikacja i monitorowanie krazacych komérek nowo-
tworowych we krwi obwodowej moze stanowi¢ nieinwa-
zyjne narzedzie w diagnostyce choréb nowotworowych.

PismiENNICTWO

Analiza tych komérek na poziomie molekularnym by¢
moze w przyszlosci umozliwi takze indywidualny dobér
terapii dla pacjenta.

Dostgpne wyniki badan sa bardzo zachgcajace. Jednakze
w celu oszacowania realnej mozliwosci zastosowania ko-
morek CTCs w praktyce klinicznej konieczne sa badania
wieloosrodkowe obejmujace przede wszystkim standary-
zacj¢ procedur ich identyfikacji.
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